ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETY INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRATTE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/86, A61K 48/00, C12N 15/85, 
7/04, A61K 39/235 



Al 



(11) Numero de publication international: WO 95/14102 
(43) Date de publication Internationale: 26 mai 1995 (26.05.95) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR94/01285 

(22) Date de depdt international: 7 novembre 1994 (07.1 1.94) 



(30) Donnees relatives a la priority 

93/13772 18 novembre 1993 (18.11.93) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignts sauf US): RHONE- 

POULENC RORER S.A. [FR/FR]; 20, avenue Raymond- 
Aron, F-92160 Antony (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement): DEDIEU, Jean- 
Francois [FR/FR]; 84, quai de Jemmapes, F-75010 Paris 
(FR). LE ROUX, Aude [FR/FR]; 4, allee d'Alsace, F-94550 
Chevilly-Larue (FR). PERRICAUDET, Michel [FR/FR]; 
20, residence du Moulin, F-28150 Ouarville (FR). 

(74) Mandataire: BECKER, Philippe; Rh8ne-Poulenc Rorer S.A., 
Direction Brevets, 20, avenue Raymond- Aron, F-92165 
Antony C6dex (FR). 



(81) Etats designs: AM, AU, BB, BG, BR, BY, CA, CN, CZ, H, 
GE, HU, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LK, LT, LV, MD, MG, 
MN, MW, NO, NZ, PL, RO, RU, SD, SI, SK, TJ, TT, UA, 
US, UZ, VN, brevet europeen (AT, BE, CH, DE, DK, ES, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet OAPI 
(BF, BJ, CF, CG, Q, CM, GA, GN, ML, MR, NE, SN, TD, 
TG), brevet ARIPO (KE, MW, SD, SZ). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: RECOMBINANT VIRUSES CODING FOR THYMIDINE KINASE IN GENE THERAPY 

(54) litre: ADENOVIRUS RECOMBINANTS CODANT POUR LA THYMIDINE KINASE LORS DE THERAPDS GENIQUE 



Xmn I 7437 
ftp I 7061 
Asel 7012 , 



207 SgrAI 
213 Bsp1407l 

478 BamH I 

758 Bsu36l 

1080 Sail 
1098 Aoc65l 
1098 Kpnl 



1400 SnaB 1 



1786 BspEl 




Feel 5803 



Pmll 6291 

Stul 5081 
Bst1107l 5066 

Nafl 4820 
KbsI 4820 
Ehol 4620 
Bbel 4820 

BstE II 4488 



3363 BsaBI 



3905 BsOCI 



(57) Abstract 



The invention concerns recombinant adenoviruses comprising a DNA sequence coding for thymidine kinase under the control of 
heterologous expression signals preparation thereof, and their use in the treatment and prevention of cancers. 

(57) Abrege* 

La presente invention conceme des adenovirus recombinants comportant une sequence d'ADN codant pour la thymidine kinase sous 
le contrdle de signaux d'expression necrologues, leur preparation, et leur utilisation pour le traitement et/ou la prevention des cancers. 
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ADENOVIRUS RECOMBINANTS CODANT POUR LA THYMIDINE KINASE 
LORS DE THERAPIE GENIQUE 

La presente invention concerne des vecteurs recombinants d'origine virale et 
leur utilisation pour le traitement des cancers. Plus particulierement, elle concerne des 
5 adenovirus recombinants comportant une sequence d'ADN codant pour la thymidine 
kinase sous le controle de signaux d'expression heterologues. L'invention concerne 
egalement la preparation de ces vecteurs, les compositions pharmaceutiques les 
contenant et leur utilisation en therapie genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 

10 (mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information genetique 
dans la cellule ou Torgane aff ecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 
in vitro dans une cellule extraite de Torgane, la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Differentes 
techniques ont ete decrites pour Introduction de cette information genetique, panni 

15 lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des complexes d'ADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de proteines 
nucleates (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., 
PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de liposomes (Fraley et aL, J.BioLChem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfer! de 

20 genes est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter 
certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

De nombreuses applications de la therapie genique sont en cours d'etude, 

25 telles que les maladies genetiques (myopathic mucoviscidose, SCID, etc), les 
pathologies du systeme nerveux central (alzheimer, Parkinson, etc), les maladies 
cardiovasculaires (hemophilic, atherosclerose), le SIDA ou les cancers. 

La presente invention concerne un adenovirus recombinant capable d'induire, 
en presence d'agents therapeutiques, la mort selective des cellules infectees. Les 

30 adenovirus de l'invention peuvent etre utilises pour la destruction selective de cellules 
cancereuses, infectees par des virus (HIV, hepatite), etc. Plus particulierement, elle 
concerne des adenovirus recombinants comprenant une sequence d'ADN codant pour 
la thymidine kinase sous le controle. 

La thymidine kinase du virus de l'herpes simplex est capable de phosphoryler 

35 les analogues de nucleosides tels que l'acyclovir et le ganciclovir. Ces molecules 
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modifiees peuvent etre incorporees dans une chaine d'ADN en cours d'elongation, ce 
qui a pour consequence l'arret de la synthese d'ADN, entrainant la mort de la cellule 
(Nishiyama et al., J. Gen. Virol. 45 (1979) 227; F.L. Moolten, Cancer Res. 46 (1986) 
5276). Cette strategie permet ainsi d'eliminer specifiquement les cellules exprimant le 
5 gene suicide. De plus, la synthese d'ADN etant la cible de la toxicite, seules les ceUules . 
en cours de division sont affectees. 

L'utilisation therapeutique du gene de la thymidine kinase a deja ete envisagee 
dans Tart anterieur. Ainsi, la demande WO 93/02556 decrit l'utilisation de cellules 
prelevees dans la tumeur, modifiees genetiquement ex vivo par introduction du gene 

10 de la thymidine kinase, puis readministrees au patient. Toutefois, cette approche 
impose des etapes de chirurgie, et de plus, la stabilite du gene toxique dans la cellule 
transformee ex vivo n'est pas demontree. De meme, la demande WO 93/04167 decrit 
le traitement de certaines tumeurs par implantation au voisinage des tumeurs, de 
cellules productrices de retrovirus contenant le gene TK. Les cellules productrices 

15 greffees sont sensees produire des retrovirus capables d'infecter les cellules tumorales 
et de les sensibiliser au ganciclovir. Toutefois, cette technique implique 1'implantation 
de cellules productrices de retrovirus, ce qui (1) necessite une etape de chirurgie 
lourde et delicate, (2) pose des problemes d'immunogenicite lies a la presence de ces 
cellules, (3) pose des problemes d'effets secondares lies a d'eventuels produits de 

20 secretion de ces cellules productrices implantees, et (4) rend tres difficile le controle de 
la quantite de particules virales produites par ces cellules apres Timplantation. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces problemes. EUe 
fournit en effet des vecteurs viraux utilisables directement en therapie genique, pour 
dinger Texpression de la thymidine kinase dans des cellules cables. La presente 

25 invention permet done d'eviter l'utilisation de cellules productrices dont les nombreux 
inconvenients ont ete mentionnes ci-dessus. Elle permet egalement de controler la 
quantite de virus administree et done de thymidine kinase produite, et offre ainsi un 
meilleur controle du traitement Par ailleurs, les adenovirus de 1'invention presentent 
1'avantage de ne pas s'integrer au genome des cellules qu f ils infectent, de s^ maintenir 

30 de maniere tres stable ce qui limite considerablement les risques de diffusion aux 
cellules voisines, et d'avoir un spectre tfhote tres large, ce qui offre de norhbreuses 
applications therapeutiques. De plus, des adenovirus recombinants peuvent etre 
obtenus avec des titres eleves, ce qui permet de travailler a des multiplicites d'infection 
elevees. De plus, l'emploi de signaux d'expression heterologues permet rfoptimiser 
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pour chaque application therapeutique, et done, pour chaque type cellulaire concerne, 
les niveaux et les conditions d'expression de la thymidine kinase. 

Un premier objet de l'invention reside done dans un adenovirus recombinant 
defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour la thymidine kinase sous le 
5 controle de signaux ^expression heterologues. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation d'un tel adenovirus 
recombinant defectif pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee 
au traitement ou a la prevention des cancers et/ou des maladies virales. 

Les adenovirus defectifs selon l'invention sont des adenovirus incapables de se 

10 repliquer de fagon autonome dans la cellule cible. Generalement, le genome des 
adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu 
au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. 
Ces regions peuvent etre soit Sliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et notamment par le gene insere. 

15 Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son genome 
qui sont necessaires a l'encapsidation des particules virales. 

II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Neanmoins, ces virus ne sont pas pathogenes pour 1'homme, et 
notamment les sujets non immuno-deprimes. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser 

20 dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou 
Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les 
adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut 
citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al.. 
Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 

25 De preference, l'adenovirus d ! origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. 

De preference, on utilise dans le cadre de l'invention des adenovirus tforigine 
humaine ou canine ou mixte. 

30 Comme indique ci-dessus, les adenovirus de Tinvention portent une sequence 

d'ADN codant pour la thymidine kinase. D s'agit de preference du gene de la thymidine 
kinase du virus de l'herpes simplex (HSV-tk). Plus preferentiellement encore, on utilise 
dans le cadre de la presente invention le gene de la thymidine kinase du virus de 
Fherpes simplex humain (hTK HSV-1). La sequence de ce gene a ete decrite dans la 

35 litterature (voir notamment McKnight et al, Nucleic Acid. Res. 8 (1980) 5931). Cette 
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sequence est placee sous le controle de signaux d'expression heterologues permettant 
son expression dans les cellules infectees. Au sens de la presente invention, on entend 
par signaux d'expression heterologues des signaux differents de ceux naturellement 
responsables de l'expression dun gene TK. 11 peut s'agir en particulier de sequences 
responsables de l'expression d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. 
Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. 
Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule 
que 1'on desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome dun virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, on peut citer par 
exemple les promoteurs E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par additian de sequences d'activation, de 
regulation, etc. Par ailleurs. lorsque la sequence d'ADN codant pour la thymidine 
kinase ne comporte pas de sequences d'expression, elle peut etre inseree dans !e 
genome du virus defectif en aval d'une telle sequence. 

Dans un premier mode particulier de realisation particulier de 1'invention, on 
utilise de preference le promoteur RSV, qui permet une expression durable et 
importante de la thymidine kinase dans les cellules du systeme nerveux, notamment 
central. 

Dans un autre mode de realisation particulier de 1'invention, on utilise des 
signaux d'expression actifs specifiquement dans les cellules tumorales. De cette facon, 
le gene utilise n'est exprime et ne produit son effet que lorsque le virus a effectivement 
infecte une cellule tumorale. Plus preferentiellement, il s'agit de signaux d'expression 
induits par ou actifs en presence de virus responsables ou associes a des tumeurs. 
Encore plus preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente invention un 
25 signal d'expression inductible par le virus d-Epstein-Barr (EBV), ou par le virus du 
papilloma 

Le virus d'Epstein-Barr (EBV) est associe a deux types de cancers humains : 
le lymphome de Burkitt et le cancer du nasopharynx. L'utilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant un gene toxique sous le controle dun promoteur inductible 

30 par l'EBV permet avantageusement d'exprimer specifiquement ce gene toxique dans 
les cellules tumorales du nasopharynx. Dans les biopsies de cancers du nasopharynx, 
un seul antigene nucleate est regulierement present, EBNA1, qui est implique dans la 
maintenace du genome viral dans les cellules infectees par l'EBV en phase latente, et 
qui transactive le promoteur viral BCR2. Un objet particulier de 1'invention reside done 

35 dans l'utilisation, pour l'expression specifique d'un gene dans les cellules de cancers du 
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nasopharynx, chine sequence repondant a EBNA1 (EBNA1-RE : EBNA1 "responsive 
element"). En particulier, l'invention concerne un adenovirus comprenant comme 
signal d'expression un promoteur chimere comprenant une sequence repondant a 
EBNA1 fusionnee en amont d'un autre promoteur viral, le promoteur du gene de la 
5 terminate proteine 1 (TP1). Les exemples decrits dans la presente demande montrent . 
bien que ce promoteur chimere est inductible par EBNA1. 

Les virus du papillome (notamment le virus HPV 16 et 18) sont responsables 
de 90 % des cancers du cervix chez la femme et ont ete identifies dans des lesions 
epitheliales pre-cancereuses (Riou et al., Lancet 335 (1990) 117). Le produit du gene 
10 E6 conduit a la formation de tumeurs en diminuant fortement la quantite de p53 
sauvage, un anti-oncogene, dans les cellules HPV-positives (Wrede et al., Mol. 
Carcinog. 4 (1991) 171). L'utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant un 
gene toxique sous le controle d'un promoteur inductible par le HPV (par exemple la 
proteine E6) permet avantageusement d'exprimer specifiquement ce gene toxique dans 
15 les cellules tumorales correspondantes. 

En outre, ces sequences promotrices peuvent etre modifiees par addition de 
sequences d'activation, de regulation, etc. 

II peut encore s'agir de signaux d'expression inactifs dans les cellules norrnales 
et actifs dans les cellules tumorales. En particulier, on peut utiliser dans le cadre de la 
20 presente invention le promoteur de l'a-foetoproteine (Alpert E., dans Hepatocellular 
carcinoma, Okuda & Peters (eds), New York, 1976, 353) ou de 1'IGF-II (Sussenbach 
et al., Growth Regulation 2 (1992) 1), qui sont actifs chez l'adulte uniquement dans les 
hepatocarcinomes. 

Les adenovirus recombinants defectif s selon l'invention peuvent etre prepares 
25 par toute technique connue de Thomme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN heterologue. La recombinaison homologue se produit 
apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire 
30 appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 
lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie 
du genome de 1'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les 
risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de 
rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui 
35 contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un 



WO 95/14102 



PCT/FR94/01285 



6 



adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs derives des 
adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° FR 93 05954 et 
FR 93 08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
5 les techniques classiques de biologie moleculaire, comme iUustre dans les exemples. 

La presente invention conceme egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasals intraveineuse, 

10 intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les 
compositions pharmaceutiques de Invention contiennent un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe dans une tumeur a trailer. li peut s'agir en particulier de solutions steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 

15 selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectable. L'injection directe dans la tumeur a traiter est avantageuse car eUe 
permet de concentrer l'effet therapeutique au niveau des tissus affectes. 

Les doses d'adenovirus recombinant defectif utilisees pour l'injection peuvent 
etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
20 d'administration utilise, de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de 
la duree du traitement recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus 
recombinants selon l'invention sont formules et aciministres sous forme de doses 
comprises entre 1(H et 1014 p fu/ml, et de preference 10^ a 1010 pfu/ml. Le terme pfu 
("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est 
25 determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement 
apres 48 heures, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de 
determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la 
litterature. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement ou 
30 la prevention des cancers. EUe est tout particulierement adaptee au traitement des 
cancers du nasopharynx, des tumeurs cerebrales (neuroblastomes, glioblastomes, etc) 
et des hepatocarcinomes. 

Concernant les tumeurs cerebrales, les vecteurs adenoviraux selon l'invention 
presentent des avantages importants, lies notamment a leur tres haute efficacite 
35 d'infection des ceUules nerveuses, permettant de realiser des infections a partir de 
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faibles volumes de suspension virale. De plus, l'infection par les adenovirus de 
l'invention est tres localisee au site d'injection, ce qui evite les risques de diffusion aux 
cellules voisines. 

En outre, ce traitement peut concerner aussi bien lliomme que tout animal tel 
5 que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les chevaux, les . 
poissons, etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legended** figure 

10 Figure 1 : Representation du vecteur pONT-tk 
Figure 2 : Representation du vecteur pRSV-tk 

Techniques penfrales de h\ n \a ? \e moW..l^r f 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 

15 gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 

20 T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

25 Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 

par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de 1'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 

30 fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est eff ectuee en presence 
de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
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fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI . 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
5 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 220 (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. I$i (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
1 0 specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74. (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 



15 



Exemplffi 



Exemple 1. Construction du vecteur Ad-ONT-tk portent le gene tk sous le 
controle dun promoteur chimere EBNA1-REATP1 (figure 1). 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant comprenant 
le gene de la thymidine kinase du virus de Fherpes simplex (tk) sous le controle d'un 
promoteur specifiquement actif dans les cellules infectees par le virus EBV (promoteur 
20 chimere EBNAl-REyTPl). 

1.1. Construction du plasmide p7tkl 

Cet exemple decrit la construction du plasmide p7tkl contenant la phase 
ouverte de lecture du gene tk de 1131 paires de bases (ATG 114-116 et codon stop 
TGA 1242-1244), inseree dans un multisite de clonage. 

25 Le fragment BglH-NcoI contenant le gene de la thymidine kinase (tk) du 

virus herpes simplex type 1 a ete isole a partir du plasmide pHSV-106 (commercialise 
par Gibco BRL), repare par l'action du fragment klenow puis insere au site Smal du 
plasmide pGEM7zf(+) (commercialise par Promega). Les sites Smal et Bglll sont 
detruits lors de cette etape, le site Ncol est conserve. 

30 Le plasmide obtenu a ete designe p7tkl . 
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1.2. Construction du plasrnide pONTl 

Cet exemple decrit la construction d'un plasrnide contenant tin promoteur 
chimere constitue d'une sequence necessaire a la transactivation par l'antigene EBNA1 
et du promoteur TP1 du virus EBV. 
5 Le fragment EcoRI(7315)-SmaI(8191) du virus EBV a ete isole a partir de la . 

souche B95-8. La sequence complete du virus EBV a ete decrite par Baer et al. 
(Nature 310 (1984) 207). Ce fragmenti contient les sequences necessaires a la 
transactivation par Tantigene nucleaire 1 (EBNA1) (D. Reisman & B. Sugden, 1986, 
Molecular and Cellular Biology, vol. 6 pp. 3838-3846). Ce fragment a ensuite &e 
10 fusionne au fragment Nrul(166 241)-PstI(166 559) de 1'EBV B95-8 (le site PstI a ete 
digere par la polymerase T4), contenant le promoteur TP1. Le promoteur chimere 
ainsi obtenu a ensuite ete insere dans le multisite de clonage du plasrnide pBluescript II 
SK. 

Le plasrnide obtenu a ete designe pONTl. 

15 1.3. Construction du plasrnide pONTtk 

Le plasrnide pONTtk comporte le gene de la thymidine kinase du virus de 
l'herpes simplex (tk) clone dans le plasrnide p7tkl, sous le controle du promoteur 
chimere EBNA1-RE/IP1 clone dans le plasrnide pONTl. 

Pour construire ce plasrnide, le fragment BamHI-XhoI de pONTl qui 
20 contient le promoteur chimere transactive par EBNA-1 et EBNA-2, et le fragment 
Xhol-Clal de p7tkl qui contient la phase ouverte de lecture de tk ont ete clones aux 
sites BamHI (478) et Clal (4550) du plasrnide pAd.RSV|3gal. Le plasrnide 
pAd.RSV|3Gal contient, dans Indentation 5'->3\ 

- le fragment PvuII correspondant a Textremite gauche de Tadenovirus Ad5 
25 comprenant : la sequence ITR, Torigine de replication, les signaux tfencapsidation et 

Tamplificateur El A; 

- le gene codant pour la fi-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
(du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de Tadenovirus Ad5, qui permet la 
30 recombinaison homologue entre le plasrnide pAd.RSVpGal et l'adenovims dl324. Le 

plasrnide pA&RSV|3Gal a ete decrit par Stratford-Perricaudet et al. (J. Clin. Invest. 90 
(1992) 626). 

Tous les sites de clonage sont conserves. Le plasrnide obtenu a ete designe 
pONTtk (figure 1). 
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1.4. Construction de l'adenovirus recombinant Ad-ONT-tk 
Le vecteur pONTtk a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur adenoviral 
deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les fonctions codecs 
par les regions El (E1A et E11B) d'adenovirus. 

Plus precisement, 1'adenovirus Ad-ONT-tk a ete obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dll324 (Ihimmappaya et aL, Cell 31 
(1982) 543) et le vecteur pONTtk, selon le protocole suivant : le plasmide pONTtk, 
linearise par XmnI, et radenovirus Ad-dll324, linearise par 1'enzyme CM, ont ete co- 
transf ectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de 1'adenovirus 
recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un sumageant 
de culture contenant radenovirus defectif recombinant non ourifie avant un titre 
d'environ 10 10 pfu/ml. 

15 Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 

gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et aL, Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-ONT-tk peut etre conserve a -80»C 
dans 20 % de glycerol. 

Exemple 2. Construction du vecteur Ad-RSV-TK 



20 



Cet exemple decrit la construction dun adenovirus recombinant comprenant 
le gene de la thymidine kinase du virus de l'herpes simplex (tk) sous le controle du 
promoteur RSV. Cet adenovirus a ete constant par recombinaison homologue entre 
l'adenovirus defectif Ad-dI1324 et le plasmide pRSVtk portant le gene tk sous controle 
du promoteur RSV. 

25 2.1. Construction du plasmide pRSVtk 

Ce plasmide a ete construit a partir du plasmide pONTtk (exemple 1.3.), par 
substitution du promoteur transactivable par EBNA1 par le promoteur RSV. Pour 
cela, le promoteur RSV a ete isole sous forme dun fragment BamHI-Sall a partir du 
plasmide pAd.RSVJgal (Stratford-Perricaudet et aL. J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), 
puis clone aux sitesBamHI(478) et Sall(1700) du plasmide pONTtk. Le plasmide 
resultant a ete designe pRSVtk (figure 2). 



30 
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2.2. Construction de l'adenovirus Ad-RSV-tk 

Cet adenovirus a ete construit selon le protocole decrit dans l'exemple 1.4. 
L'adenovirus Ad-RSV-tk ainsi obtenu peut etre conserve a -80°C dans 20 % de 
glycerol. 

5 Exemple 3. Utilisation de l'adenovirus Ad-RSV-tk pour la destruction de cellules 
nerveuses tumorales 

L'adenovirus Ad-RSV-tk a ete utilise pour infecter une lignee de cellules 
tumorales nerveuses (cellules C6 : gliome de rat accessible a l'ATCC sous le numero 
ATCC CCL 107). L'infection a ete realisee a un titre de 10 pfu/ceUule environ. 24 

10 heures apres rinfection, les cellules sont traitees en presence de 10" 5 M de gancyclovir 
et le taux de mortalite est determine 48 heures apres. Les resultats obtenus montrent 
que 100 % des cellules infectees avec l'adenovirus Ad-RSV-tk meurent au bout de 48 
heures, alors que, les cellules non infectees ou infectees dans les memes conditions 
avec l'adenovirus Ad-RSV.Bgal survivent Ces resultats montrent bien que Tadenovirus 

15 Ad-RSV-tk a rendu les cellules du gliome sensibles au gancyclovir. 
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REVENDlCATinflR 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant tine sequence d'ADN codant 
pour la thymidine kinase sous le controle de signaux d'expression heterologues. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est depourvu des 
5 regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la cellule able. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il sagit dhin 
adenovirus humain de type Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

4. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN heterologue code pour la thymidine kinase du virus de llierpes 

10 simplex. 

5. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN heterologue code pour la thymidine kinase du virus de Fherpes simplex humain. 

6. Adenovirus selon la revendication 5 caracterise en ce que les signaux 
d'expression sont choisis parmi les promoteurs viraux. 

15 7 - Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce que les signaux 

d'expression sont choisis parmi les promoteurs El A, MLP, CMV et RSV. 

8. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend un 
signal d'expression actif specifiquement dans les cellules tumorales. 

9. Adenovirus selon la revendication 8 caracterise en ce qu'il comprend un 
20 signal d'expression inductible par le virus d'Epstein-Barr (EBV), ou par le virus du 

papillome. 

10. Adenovirus selon la revendication 9 caracterise en ce que le signal 
d'expression comprend une sequence repondant a l'antigene EBNA1. 

11. Adenovirus selon la revendication 10 caracterise en ce que le signal 
25 d'expression est constitue d'un promoteur chimere comprenant une sequence 

repondant a EBNA1 fusionnee en amont d'un autre promoteur viral, de preference le 
promoteur du gene de la terminale proteine 1 (TP1). 
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12. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN 
heterologue codant pour la thymidine kinase sous le controle du promoteur RSV. 

13. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN 
heterologue codant pour la thymidine kinase sous le controle du promoteur EBNA1- 

5 RE/TP1. 

14. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 a 13 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention des cancers. 

15. Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'une 
10 composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des cancers 

du nasopharynx, des tumeurs cerebrales (neuroblastomes, glioblastomes) ou des 
hepatocarcinomes. 

16. Utilisation selon la revendication 14 ou 15 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique en vue d'une administration directe dans la tumeur a 

15 traiter. 

17. Composition pharmaceutique comprenant tin ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon Tune des revendications 1 a 13. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 caracterisee en ce 
qu'elle est sous forme injectable. 

20 19. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 caracterisee en ce 

qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml 
adenovirus recombinants defectifs. 
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